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序 論

発育期の脳については,生 化学研究よりも解剖学

的,組 織学的研究が先んじていたが,今 世紀初頭よ

り漸く生化学研究 も活溌となり脳の生化学的構成の

変化と,脳 の発育及び分化とがどの様に関連ずけら

れるかという可能性を取扱つて来た.

脳の生化学的研究の発展に伴つて脳ア ミノ酸代謝

の特異性が論ぜ られ立証せらてくるれにつれ,発 育

及び分化の途上にある脳のアミノ酸代謝機構の解明

は,発 生生理学及び生化学における一つの中心課題

となつて来た.

しかしなが ら個体の発育及び分化 に際 してお こ

なわれる脳の化学的事象を比較するための資料は限

られたものである.就 中アミノ酸代謝に重要なる意

義を占める酵素的構成及び機作に関す る研究は,は

なはだ少ないといわなければならない.私 はこの様

な見地から発生途上にある動物脳のアミノ酸代謝解

明の一方法 と して, Braunsteinら1) 2)に 始まつた

酵素的アミノ基転移反応を足がかりとして,白 色レ

グホン種のニワトリをもちい,そ の胚胎より成熟ニ

ワトリに至るまでの各時期における脳を,ペ ーパー

クロマ トグラフィー法によりトランスア ミナーゼ活

性を測定し,若 干の知見をえたのでここに報告する.

実 験 方 法

1) 実験材料

実験にもちいたアミノ酸は,国 産及び輸入品を問

わず一流メーカーの特級品を使用した.

βオキシーγアミノ酪酸は神戸薬大富田教授の御

好意によるものであり ε-アミノカブロン酸は,鳥

取大学医学部精神科教室において合成した3)も ので

ある.α-ケ トグルタール酸は和光純薬特級品を使用

した.

酵素材料 としては,断 頭直後速かに取 り出 したニ

ワ トリ胚胎新 鮮 全 脳 を, pH 7.6 1/15 Mリ ン酸緩

衝液で10倍 の ホモ ジネー トとしたものを使用 した.

な おニ ワ トリは白色 レグホン種を もちい37℃ の孵

卵器 で孵化せ しめ た もの であり,発 育中の時期は

Standard Stages of Hamburger and Hamilton4)

に照 合す るものである.

2) 実 験手技

a) Incubation: 1.0miの ホ モジネー ト, 1.0ml

の リン酸緩 衝液. 0.5mlの ア ミノ酸溶液(75μM)

を ツ ンベルグ管主室に入 れ,予 め中性化 した0.5ml

の α-ケ トグル ター ル 酸 溶 液(75μM)を 側 室に入

れ,ガ ス相 は窒素 ガスで完全 に交換 し,ワ ールブル

グ装置を利用 し, 38℃ 水 溶 中で10分 間予備振盪後,

側 室の α-ケ トグルタール酸 を 主 室に傾注 し,更 に

38℃ 60分 間振盪 した. Incubation後 直 ちに無水 ア

ル コールを加 え,蛋 白凝固を来すまで充分混合 した

後, 15分 間 遠沈 し完 全に除蛋白 した上澄液を定量的

に採取 し,蒸 発乾固せ しめ,そ の残渣を水 で1.0ml

の 溶 液 とした.

b) ペ ー パー クロマ トグ ラフィー法によ る定量及

び分離:　 生成 されたグル タ ミン酸をペーパ ークロ

マ トグラフィーを もちいて分離定量 し,ト ランスア

ミナ ー ゼ 活 性 を 測 定 した.東 洋 濾 紙No. 50に

0.03mlのSampleを 塗 布 し,一 次元上昇法によ り

展開 した.溶 媒 は各ア ミノ酸のRf値 を考慮 し,ブ

タノール,酷 酸,水(4. 1. 1)あ るいは75%含 水 フ

エノールの中分離の よい方をもちいた.し か しな が

らセ リンの場 合のみ グルタ ミン酸 との分離はいずれ

も不完全であった.

フ エノール溶媒を もちいた時は,展 開終了 後,濾

紙乾燥 しエーテ ル て洗 條 し た.

ア ミノ酸 の 位 置 は0.15%ー ニンヒ ドリン水飽和 ブ

タノ-ル 溶液を噴霧決定 しグル タ ミン酸 に相 当す る
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部 位を切 り取 り,ま たペ ーパ ーだけに よる色価 を決

定 す るため等面 積のブ ランクも切 り取 つた.

それ ぞれの濾紙片を各試験 管にとりFowden5)の

方法 で濾紙表面 に吸着 された アムモニアを除去 した

後, Troll & Cannan10)の 方法 で発色,島 津製分光

光 度計570mμ で比 色定量 した.

以上 の実験手 技 に ついてはAwapara. Sesl7)及

び住 田8)の 報 告 を 参 照 した.

実 験 成 績

ア ミノ酸 を加え ずに α-ケ トグル タール酸だけで

組織をincubateし て も若 干 のグル タミン酸が合成

され るので,各 実験毎にア ミノ酸 を除外 したケ ト酸

単独附加の対照を作 り,各 ア ミノ酸の トランスア ミ

ネーシ ヨンはこの価 を差 引 き補正 した.以 下各表 に

示す価は,生 成 されたグル タミン酸か らケ ト酸単独

附加の対照で生 成 され た グ ル タ ミン酸の窒素量 を

Per tubeμgで 表 わ した ものであ る.ま た これ らペ

ーパ ー クロマ トグラフィーによるグル タ ミン酸定量

の精 度を 知 るため,予 備 実 験 と して組織にグル タ

ミン酸 を 附 加 して その再現を定量 した. Per tube

 180μg窒 素量の グル タミン酸 量 を 脳 ホモ ジネー ト

に附加 し,記 載 した実験法に したがつて附加 グル タ

ミン酸 量を定量 した.第1表 に示す ごと く4例 平均

105.2%の 回収値 を えた.ま たグル タ ミン酸 の1時

間, 38℃ incubationに よ る量的 変 化を知 るため,

上 記の予備実験 と同一条件に よる1時 間incubation

後 グル タ ミン酸量を定量 した.第2表 に示す ように

4例 平均97.5%回 収 値をえた .

第1表　 脳組織 ホモジネー トに附 加 したグ

ルタ ミン酸の検出(4例 平均)

*　組織だけによるグルタミン酸量を差引き

補正 した値

第2表　 脳組織 ホモジネー トに附加 した グル タ

ミン酸の38℃, 1時 間, incubation後

の 検出(4例 平均)

*　1時 間incubation後 の組織 だけに よるグ

ル タ ミン酸 量を差 引き補 正 した値

以上 の実験 成 績 で わか るごと く10μg Per tube

あ るいはそれ以下の値 は,誤 差の範囲であ る.

1) α-ア ミノ酸 と α-ケ トグル タール酸 との トラ

ンスア ミネーシ ョン.

第3表　 胚胎脳各時期 につい て,α-ア ミノ酸 と α-ケ トグルタール酸からのグルタ ミソ酸 形成

(3例 平均)

単 位: μg per tube

第3表 はニワ トリ胚胎脳各 時期 について, 15種 類

の α-ア ミノ酸 と,a-ケ トグル タール酸か らの トラ

ンスア ミネーシ ョンを しらべ たものであ るが,各 数
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値はそれぞれ3例 平均を示す ものであ り,ア スパ ラ

ギン酸,ア ラニ ン,イ ソロイシン,ロ イシン,バ リ

ン,ノ ルバ リン,チ ロジンな どかな りのア ミノ酸に

活性をみとめ,か つ これ らの値は,他 の成熟 した動

物,例 えば,マ ウス8),イ ヌ10),カ メ9),ナ マ ズ9)な

どに比較す ると孵化中 とはいえあ るいは孵化中であ

りなが らかな りの高値を しめ してい る.殊 に アスパ

ラギ ン酸な どにおいては著 しい ものがある.

しか しアスパ ラギ ン酸,ア ラニ ン,イ ソロイシン

の3者 は孵化8日 目に於てす でにかな りの値を示 し

ているが,そ の他の活性 を示すア ミノ酸 と共に一 律

に孵化15乃 至16日 目に急激 にグル タミン酸形成を増

加 しつつ孵化当 日まで着実 に そ の 歩 みを進 めてい

る.

尚 本群では,グ リシン,ス レオニ ン,セ リン,メ

チオニ ン,ヒ スチヂン,ノ ル ロイシン,プ ロ リン,

フ ヱニール アラニ ンには活性をみ とめなかつた.

2) ω-ア ミ ノ酸とα-ケ トグル タール酸 との トラ

ンスア ミネー ション.

第4表 は この成績 を しめす.こ の群 では γ-ア ミ

ノ酪酸,β-ア ラ二 ン,β-オ キシー γ-ア ミノ酪酸に

活性 を認め ε-ア ミノカプ ロン酸 に認めなかつた.

第4表　 胚胎 脳各時期に ついて ・ω-ア ミノ酸 と α-ケ トグルタール酸か らの グルタ ミン酸形成

(3例 平均)

単 位: μg per tube

γ-ア ミノ酪酸につ いていえば卵生9日 目に活性 を

あらわ し,や はり15乃 至 は16日 目においてかな り上

昇 してい る.

β-オキ シー γ-ア ミノ酪 酸 は, 9乃 至11日 目に活

性を認め次第 に上昇 して いる.

β-ア ラニンについて云えば さらにおそ く,卵 生15

日 目にいたつて ようや く有意の値 を しめ し,漸 次増

加 している.

比較生化学的にみるとこの群は,前 記 した α-ア

ミノ酸中活性を示 したものがすでに孵化前において

相当高値の活性を しめしてはいるが前述した他の諸

動物よりかなり低い活性をしめしている.

3) ジーアミノ酸 及びシステイン酸と α-ケトグ

ルタール酸との トランスアミネーション.第5表 は

4種 の ヂア ミノ酸 とシステイン酸か らの トランスア

ミネー ションの成績 であるが,オ ルニチンが, 16日

目より突然活性 をあ らわ してい るほかは,リ ジン,

チ トル リン,ア ルギ ニンに活性 を認 めない.

第5表　 胚胎脳各時期について,ヂ ア ミノ酸及びシスティン酸か らの グルタ ミン酸形成

(3例 平均)

単 位: μg psr tube

この群で再度強調すべきことは,シ ステイン酸が

すでに, 8日 目において有意の活性をしめし以後か

なり急速に上昇 し胚胎末期にはすでにマウスなどの

他動物と同様の活性をしあしていることであり,こ

れは著 しいことと云わねばならぬ.

以上ニワトリ胚胎脳について各時期をとりあげ,

そのおのおのについて トランスアミネーションの成

績を表示 してきた. 8日 目から記載 したのはおよそ

この日までが形態発生の最初の段階であり同時にま

た機能活性についても同様なことが云えるにもかか
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わらず2～3の アミノ酸を除いては トランスアミネ

ーション反応がほとんど見られないほど低い値であ

るからである.

考 察

個体発生にともなう,細 胞学的,形 態学的及び機

能的な変化を,複 雑極りない化学変化の一面 として

捕捉すると云 うことは部分的にはな しえても,そ れ

を他の部分に関連ずけようとするとやがて大きな困

難に遭遇するだろう.

生育にともなう諸現象すなわち,蛋 白合成生長及

び発生を直接に トランスアミネーションと関係ずけ

る試みはいずれも成功 していない13) 14) 15) 16) 17) 18) 19).

動物の脳はその種類,発 達の状態,機 能及び細胞

構築像の異なるに従つて酵素活性度にも相違が見ら

れるのは勿論である.孵 化中のニワトリ胚胎ではそ

の酵素反応において.最 も活製的な酵素であり急速

に生長する二つの器官すなわち脳と肝とが大なる寄

与 をす るが発生 に ともな う一連の諸化学事象に

extrahepatic liverと して の卵黄 嚢の果す役割も

言た大きい.孵 化最初の12乃 至13日 までは後になつ

て肝が生産する代謝産物の大部分を卵黄嚢が胚胎に

供給するものと思われる.

この器官は胚胎最初の半分の期間において酵素系

中の恒常な特異活性を独立 して維持するものとされ

ている22) 23).

第3表 から第5表 まで に記載 した実験成績のう

ち,ア スパ ラギ ン酸,ア ラニン,イ ソロイシン,

システイン酸だけが胚胎9日 目に トランスア ミナ

ーゼ活性を示 していることは,こ の時期が丁度形態

発生及び機能活性の最初の期間であり,代 謝活性が

盛な時であることを考慮に入れると,卵 黄嚢及び肝

がこの期間中ア ミノ酸代謝の主役をな しているので

わないかと思われる.こ の ことは, Rundnickら が

胚胎全系,卵 黄嚢,脳 及び肝についてそれぞれの蛋

白とグルタモ トランスフェラーゼ活性を別々に測定

している結果からも肯定出来 ることである.す なわ

ち全胚葉系の トランスフェラーゼ活性は胚胎第4日

頃より蛋白と共に上昇するが卵黄嚢の トランスフェ

ラーゼ活性は蛋白と共に胚胎第4日 頃より下降する.

胚胎約10日 目になるとトランスフェラーゼ活性は60

%ま で減少 している.

脳では初期においては高度の特異活性を しめす肝

に比べて トランスフェラーゼ活性は脊髄 と共に胚胎

最初の半分の時期すなわち形態発生及び機能活動の

最初の時 期には最低の活性 を示すにす ぎないが,第

9日 乃至第10日 目か ら トランスフェラーゼ活性は次

第 に上昇 し孵 化直前 までには肝 の しめす活性 よりや

や高 くな る.全 脳 ホモ ジネー トにつ いて しらべた ト

ランスア ミナーゼ活性 が実験成績に表示 した如 くほ

ぼ第9～10日 頃 よ り有意の値を示 し第15～16日 よ り

急 に上昇す ることは, Rendnlckら の しらべたグル

タモ トランスフェラーゼ活性の とる行動 と比較 して

興味 ぶか いことであ る.

結 論

発育中の各時期 におけ るニワ トリの胚胎脳 を用い

定量的ペーパ ー クロマ トグラフィーを応用 して発生

生化学の見地か ら15種 の α-ア ミノ酸, 4種 の ω-ア

ミノ酸, 4種 の ヂ・ア ミノ酸及 びシステ ィン酸 と α

-ケ トグル タール酸 との トランスア ミネー ションを研

究 し,発 育期 のニワ トリ胚胎脳 におけ る形態発生,

機 能活動 とア ミノ酸代謝 の関連性を検索 した結果 は

次の如 くであ る.

1) ニ ワ トリ胚胎脳 の形 態発生及 び生長 の最初の

時期 ではただ最小 の トランスア ミナーゼ活性を示す

のみ であるが第11日 目頃か らその活性は次第 に着実

な増加 を示 し孵化当 日には成熟 ニワ トリに近い値 に

達す る.

2) ア スパ ラギ ン酸,ア ラニ ン,イ ソロイシン,

ロ イシン,バ リン.ノ ルバ リン,チ ロジン.オ ルニ

チン,β-オ キ シー γ ア ミノ酪 酸 な どが トランスア

ミネー シ ョン反応 に関与す るが,こ の うち,ア スパ

ラギ ン酸,ア ラニン,イ ソロイシン,ロ イシン,バ

リン,ノ ルバ リン,シ スティン酸な どの諸 ア ミノ酸

か ら形成 され るグルタ ミン酸は孵化直前にすでに,

マ ウス8),イ ヌ10)な どの他 動 物 と 同 様の値に達す

るほどにな る.
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Amino Acid Metabolism of the Brain. (VII) 

Transamination in the Growing Chick Embryo Brain.

By

Tatsuo Yamada 

Department of Neuro-Psychiatry Okayama University Medical School.
(Director; Prof. Nikichi Okumura)

Using the chick-embryo brains in its various developmental stage and by means of paper

chromatography. the author studied transamination of 15 different a-amino acids, 4 w-amino 

acids, and a-ketoglutaric acid from embryo-chemical standpoint, and investigated the 

relationship between the germination, functional activity and amino acid metabolism in the 

growing chick embryo brains.

The following are the resnlts.

1. In the early stage of chick embryo brain which begins to germinate and develope, 

only a minimal transaminase activity can be recognized, but on about 11th embryonic day 

the activity grown gradually and consistently.

On the day of hatching the transaminase activity is almost the same as in a chick.

2, Aspartic acid, alanine, isolecine, leucine, valine, norvalin, tyrosine, ornithine and 

Q-oxy-ƒÁ-amino acid, alanine, isoleuciue, leucine, valine, norvaline and cysteic acid immediately 

before hatching reaches about the same as found in other maturede animals such as mous 

(8) and dog (10).


